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Arzneimittel enthaltend CD14 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Arznei- 
mittel enthaltend CD14 , welches aus dem Serum Oder ande- 
ren Korperf liissigkeiten von Mensch und Tier oder anderen 
5 biologischen Quellen isoliert wurde, sowie die Verwendung 
von CD14 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Therapie 
oder Prophylaxe von Erkrankungen, . insbesondere zur Thera- 
pie einer Sepsis. Daruber hinaus ist Gegenstand der vor- 
liegenden Erfindung die Verwendung von CD14 als Endo- 
10 toxine neutralisierendes Prinzip. 

CD14 (Cluster of Differentiation) ist ein im Menschen 
vorkommendes , glycosyliertes Protein. Es charakterisiert * 
die sogenannten Monozyten, die unter anderem in peri- 
ls pheren Blut des Menschen vorkommen. Diese Molekiil kann 
auf der Zelloberf lache mit modernen immundiagnostischen 
Methoden und mittels Verwendung von monoklonalen Anti- 
korpern nachgewiesen werden. Aus der wissenschaf tlichen 
Literatur ist weiterhin bekannt, daB CD14 nicht nur auf 

2 0 Oberflachen von Monozyten und aktivierten neutrophilen 

Granulozyten vorkommt, sondern daB es in derselben oder 
in einer geringfiigig abgewandelten molekularen Form als 
losliches CD14 (sCD14) im Serum und anderen Korperf liissig- 
keiten des Menschen nachgewiesen werden kann. Es ist 
25 daruber hinaus bekannt, daB dieses Molekiil im Serum bei 
bestimmten Krankheitsbildern entweder in einem erhohten 
oder aber in einem erniedrigten Spiegel, in jedem Fall 
auBerhalb der normalen Toleranzgrenze, auftritt. 

3 0 Der endotoxische Schock ist ein groBes klinisches Pro- 

blem. Der endotoxische Schock kann im Verlauf einer 
Sepsis aufgrund verschiedener Ursachen auftreten. Mono- 
kine wie Tumornekrosef aktor (TNF-alpha) , Interleukin-1 , 
Interleukin-6 oder PAF und freie Sauerstof f radikale 
spielen eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie der 
Traumata, in deren Verlauf Sepsis und Schock auftreten. 
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Endotoxine sind potente Monozyten- und Endothelzellakti- 
vatoren. Durch die nachgeschalteten weiteren humoralen 
und zellularen Aktivierungsprozesse kommt es zu Endothel- 
und Gewebslasionen. Nach diesen uberschieBenden Immunre- 
5 aktionen ist die lokale Immunabwehr und auch -barriere 
nicht mehr voll funktionsf ahig. 

Aus A. Haziot et al., J. Immunol. 141 (1988), Seiten 547 
bis 552 , ist die CD14-Sequenz bekannt. Dariiber hinaus 
10 wird in dieser Verof f entlichung f estgestellt , daB CD14 
fiber Phosphatidylinositol-Bindungen an die Zellmembran 
koppelt. Weiterhin ist aus S. M. Goyert et al., Scienes, 
239 (1988), Seiten 497 bis 500, bekannt, daB CD14 5 
N-Glycosylierungsstellen auf weist . 

15 

Losliches CD14 (sCD14) hat ein Molekulargewicht von etwa 
55.000 Dalton. Es laBt sich mittels bekannter Methoden 
aus menschlichem Serum bzw. Urin (wenn bei bestimmten 
Krankheitsbildern ein hoher CD14-Gehalt festgestellt 
2 0 wird) gewinnen. Im folgenden ist eine entsprechende Pre- 
paration beispielhaft angefiihrt. 

Material: Urin eines Patienten mit sekundarer Amyloidose 

25 !• Ammoniumsulfat-Fallung (516 g/1) ; waschen; lyophili- 
sieren. 



2. Aff initatschromatographie (mittels eines monoklonalen 
Antikorpers gegen CD14, der wiederum an CNBr akti- 
30 vierte Sepharose 4B (5mg AK/ml Gel)' gekoppelt ist); 

Waschen mit PBS (Phosphate Buffered Saline) , 
Elution gebundener Proteine mit 0,1 M Athanolamin, 
Alifnahme in 1 M Phosphatpuf f er (pH 7,2), 
Titration mit Essigsaure auf pH 7,0. 



3. 



Wiederholung der Aff initatschromatographie (s. 2). 
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4. Adsorption an Schwein-Anti-Human~Ig-Antik6rper . 

5. Dialyse gegen 10 mM Aimoniumhydrogencarbonat-Losung. 
5 6. Lyophilisierung. 

Weiterhin ist bei Goyert et al.. (siehe oben) die Her- 
stellung einer cDNA, die fur das CD14 codiert, beschrie- 
ben. Demnach ist also auch die Herstellung von CD14 bzw. 
10 sCD14 auf gentechnologischem Weg moglich. 

Die EP-A-0 33 0 191 beschreibt eine schnelle Immunoselek- 
tions-Klonierungs-Methode . Dieses Verfahren wurde bei 
der Klonierung von Zelloberf lachenantigenen von mensch- 

15 lischen Lymphozyten verfiziert. Die EP-A-0 33 0 191 er- 
wahnt die Verwendung gentechnologisch hergestellter CD- 
Molekule als therapeutische und diagnostische Werkzeuge 
fur verschiedene Zwecke. Dort wird auch beschrieben, daJ3 
aktive Fragmente der gentechnologisch hergestellten CD- 

2 0 Molekiile zu diesen Zwecken eingesetzt werden konnten. 
Betont wird dabei ausdriicklich die Verwendung von rekombi 
nanten CD-Molekulen und nicht etwa aus naturlichen 
Quellen isolierte CD-Molekiile. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung 
eines Arzneimittels zur Therapie oder Prophylaxe von 
viralen oder bakteriellen Infektionen, insbesondere 
solchen, die im Zusammenhang mit Sepsis und dem endo- 
toxischen Schock stehen. Das wirksame Prinzip dieses 

30 Arzneimittels sollte auch eine hohe Endotoxin-Bindungs- 
kapazitat aufweisen und in entsprechend zubereiteter 
Form *in praventiver Weise eingesetzt werden konnen, um 
beispielsweise iatrogene Einwirkungen in Form von Ein- 
schleppung von Endotoxinen wahrend einer Operation oder 
einer Organverpf lanzung zu verhindern. 
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Diese Aufgabe wird uberraschend gelost durch ein Arznei- 
mittel, enthaltend CD14 , welches aus dem Serum oder ande- 
ren Korperf lussigkeiten von Mensch und Tier oder anderen 
biologischen Quellen isoliert wurde. Diese konnen z.B. 
5 humane Fibroblastenzellkulturen sein. Die Herstellung 
synthetischer Peptide, denen die CD14-Aminosauresequenz 
oder entsprechende funktionsrelevante Teile davon 
zugrunde liegen, ist ebenfalls " eine Moglichkeit der 
Bereitstellung von CD14, insbesondere loslichem CD14. 

10 

Es wurde in Labor experimenten gefunden, daB sCD14 die 
Funktionen von Monozyten bzw. neutrophilen Granulozyten 
(Phagozytose) giinstig beeinfluBt. Sehr wahrscheinlich 
ist sCD14 involviert in das Clearence des Organismus 
15 bzw. Blutes von mikrobiellen Toxinen. 

Diese Beobachtung war uberraschend. Im gesamten Stand 
der Technik findet sich kein Hinweis auf eine entspre- 
chende Wirkung von CD14. Fur andere losliche CD-Molekule 
20 von Leukozyten, z.B. der losliche Interleukin-2-Rezeptor 
oder das losliche CD8-Rezeptonaolekul , wurden solche 
Eigenschaften bisher nicht nachgewiesen und sind auch 
wenig wahrscheinlich. 

2 5 Uberraschend war auch die hohe Bindungskapazitat des 
CD14, insbesondere des loslichen CD14 (sCD14) , fur Endo- 
toxine . 



Eine bevorzugte Aus fiihrungs form des erf indungsgemaBen 
30 Arzneimittels enthalt losliches CD14 " (sCD14) . Dieses 
Mittel kann auch pharmakologisch wirksame Teilsequenzen 
aus CD14 oder CD14-Derivaten, gegebenenf alls neben CD14 
enthalten. Unter pharmakologisch wirksamen Teilsequienzen 
aus CD14 oder CD14-Derivaten wird in dieser Anmeldung 
verstanden, daB noch Strukturbestandteile vorhanden sind, 
die mit einem spezifischen CD14-:Antik6rper reagieren 
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konnen. Vorzugsweise weist das CD14 deshalb ein Molekular- 
gewicht von 45.000 bis 55.000 Dalton auf. Von den ver- 
schiedenen dem Fachmann selbstverstandlichen CD14-Deri- 
vaten werden vorzugsweise die glycosylierten eingesetzt. 

In einer weiteren Ausgestaltung enthalt das erf indungsge- 
maBe Arzneimittel tragergebundenes CD14 und/oder CD14- 
Derivate. Das erf indungsgemaBe Arzneimittel enthalt vor- 
zugsweise auch Iinmunglobuline oder Immunglobulinf rakti- 
onen gekoppeltes CD14 und/oder CD14-Derivate . Diese ent- 
halten in Abhangigkeit von der Herstellungsmethode keinen 
oder einen modif izierten Zuckerrest. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin die 
15 Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Therapie oder Prophylaxe von Krankheiten, bei denen 
das zellulare Immunsystem beteiligt ist. 

Erf indungsgeraaB kann CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
20 mittels verwendet werden, das entweder Endotoxine oder 
die durch Endotoxine verursachten Veranderungen neutrali- 
siert . 

Weiterer Gegenstand ist eine entsprechende Verwendung 
25 von CD14 zur Therapie oder Prophylaxe von viralen oder 
bakteriellen Infektionen. Die erf indungsgemaBe Verwendung 
schlieBt auch Arzneimittel zur Therapie oder Prophylaxe 
von Multipler Sklerose, sowie anderer Autoimmun- und 
auch Infektionserkrankungen, insbesondere solche, bei 
3 0 denen eine sekundare Immundef izienz auf tret en kann, ein. 
Die sekundare Immundef izienz tritt beispielsweise inf olge 
von Radio- oder Chemotherapie auf. Sie kann auch alters- 
bedingt sein. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin die 
Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Therapie von Verbrennungen. 
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Weiterhin ist die Verwendung von CD14 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Therapie einer Sepsis und des 
endotoxischen Schocks Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Therapie oder Prophylaxe von Krankheiten, 
bei den eine Phagozytose durch Monozyten bzw. Granulo- 
10 zyten von entscheidender Bedeutung fur eine Heilung ist. 
Vorzugsweise betrifft die erf indungsgemaSe Verwendung 
Krankheiten, wobei durch die Monozyten bzw. Granulozyten 
Mikroorganismen bzw. bakterielle Endotoxine entfernt 
werden. 

15 

Das erf indungsgemaBe Arzneimittel kann Verwendung finden 
zur Hemmung der Freisetzung von Mediatoren (z.B. des 
Tumornekrosef aktors, Interleukin-1 , Komplement) , die 
durch Endotoxine induziert werden, sowie der erhohten 

2 0 Sauerstof fradikalbildung, wie sie z.B. bei ischamischen 
Herz- und Organversagen beobachtet wird. CD14, insbeson- 
dere losliches sCD14 , kann zur Herstellung eines Arznei- 
mittels -zur Behandlung von Tumoren mittels in vitro her- 
gestellter Lymphokin-aktivierter-Killerzellen verwendet 

25 werden (LAK-Therapie) . Bei dieser Therapie werden Lympho- 
zyten und Monozyten aus deia peripheren Blut von Krebs- 
patienten isoliert und uber langere Zeit in Zellkultur 
gezuchtet. Diese Zellen werden nach ihrer Vermehrung und 
Aktivierung wieder in die Blutbahn des Spenders zuriickge- 

30 geben, wo sie nunmehr Krebszellen angreifen. Dabei ist 
es ein Problem, die auBerhalb des menschlichen Korpers 
hergestellten Zellen moglichst endotoxinf rei zu erhalten 
CD14 wirkt hier als Endotoxin Praventionsmittel . 

In ahnlichem Sinne wird CD14, insbesondere losliches 
CD14, als Zusatz zu Materialien, wie Kulturmedien, Zu- 
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satze, Seren, Plastikmaterialien, wie sie in klinischen 
und biologischen Laboratorien zur Anziichtung und Aufbe- 
wahrung von Zellkulturen verwendet werden, eingesetzt. 

Durch die Verwendung von CD14 wird das Endotoxin quasi 
neutralisiert , so daS auch Zellen, die nur in endotoxin- 
freiem Milieu kultivierbar sind, .gezuchtet werden konnen. 

Daruber hinaus ist das CD14, insbesondere losliches CD14, 
zur Verwendung als Zusatz in Organspullosungen (z.B. fur 
die Dialyse) , Perfusionsldsungen oder sonstigen Losungen 
zur Aufbewahrung von Organ- oder Gewebetransplantaten 
geeignet * 

Die Verwendung von gentechnologisch hergestellten Arznei- 
mitteln ist problematisch, da eine Endotoxinf reiheit der 
so hergestellten Arzneimittel garantiert werden muB. Die 
Verwendung von CD14, insbesondere loslichera CD14 , als 
Zusatz zu Losungen oder Applikationsf ormen von rekombi- 
nant hergestellten Arzneimitteln eliminiert das Erforder- 
nis, die gentechnisch hergestellten Arzneimittel in auf- 
wendiger Weise von Endotoxinen zu befreien. 



25 



30 
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Patentanspriiche 

1. Arzneimitfcel enthaltend CD14, welches aus dem Serum 
oder anderen Korperf liissigkeiten von Mensch und Tier 
oder anderen biologischen Quellen isoliert wurde. 

2. Arzneimittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB es losliches CD14 (sCD14) und/oder pharma- 
kologisch wirksame Fragmente des CD14 enthalt. 

3. Arzneimittel gemaB einem der Anspriiche 1 und/oder 2, 
dadurch gekennzeichnet 9 daB es glycosyliertes CD14 
enthalt . 

4 . Arzneimittel gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es tragergebunde- 
nes CD14 und/oder CD14-Derivate enthalt, 

5 . Arzneimittel gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es an Immunglobu- 
line oder Immunglobulinf raktionen gekoppeltes CD14 
und/oder CD14-Derivat enthalt. 

6. Verwendung von CD14 als Neutral is ierungsmittel fur 
Endotoxine. 

7. Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Therapie oder Prophylaxe von viralen 
oder bakteriellen Infektionen, zur Hemmung der Frei- 
setzung von Mediatoren, wie Tumornekrosef aktor (TNF) , 
Interleukine, Komplement, induziert durch Endotoxine, 
zur Therapie von Verbrennungen sowie zur Neutrali- 
sation von Endotoxinen und/oder zur Therapie der 
durch Endotoxine bedingten Erkrankungen . 
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8. Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
raittels zur Therapie oder Prophylaxe gegen erhohte 
Sauerstof f radikalbildung, wie sie z.B. bei ischa- 
mischen Herz- und Organversagen beobachtet wird. 

9. Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Therapie einer Sepsis sowie des endo- 
toxischen Schocks. 

10. Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Therapie oder Prophylaxe von Krankhei- 
ten, bei denen eine Phagozytose durch Monozyten bzw. 
Granulozyten von entscheidender Bedeutung fur eine 
Heilung ist. 

11. Verwendung gemaB Anspruch 10, wobei durch die Mono- 
zyten bzw. Granulozyten Mikroorganismen bzw. bak- 
terielle Endotoxine entfernt werden. 

12 . Verwendung von CD14 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Behandlung von tumoren mittels in vitro 
hergestellter Lymphokin-aktivierter-Killerzellen 
(LAK-Therapie) . 

13. Verwendung von CD14 als Zusatz zu Materialien wie 
Kulturmedien, Zusatze, Seren, Plastikmaterialien, 
wie sie in klinischen und biologischen Laboratorien 
zur Anzuchtung und Aufbewahrung von Zellkulturen 
verwendet werden. 

14. Verwendung von CD14 als Zusatz in Organspullosungen, 
Perfusionslosungen oder sonstigen Losungen zur Aufbe- 
wahrung von Organ- oder Gewebetransplantaten. 

15. Verwendung von CD14 als Zusatz zu Losungen oder ande- 
ren Applikationsf ontien von rekombinant hergestellten 
Arzneimitteln. 



- 10 - 



PCT/EP91/01697 



Verwendung gemaS mindestens einero der Anspriiche 6 
bis 15, dadurch gekermzeichnet , dafi als CD14 dessen 
pharmakologisch wirksame Fragmente eingesetzt werden. 
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